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ニ ュ
ー ロ ペ プ チ ドが 古典的神経伝達物質と と も に 神経細胞に 存在す る こ と が知 ら れ るよ う に な っ
て久 し い が － そ の機能 に つ い て は不明 な点 が多い ． 骨格筋 を支配す る 運動神経終末に も ア セ チル コ リ ン
くa c etylcholine， A C瑚 と とも に カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子 関連 ペ プ チ ド くCalcito nin gene－ r elated peptide，
C G R Pl が 共存 す る こ とが 知 られ てお り ， 本研究 は その 神経 ． 筋 に 対 す る作用 機序 を明 ら か に す る こ と
を目的 と した 一 ウィ ス タ ー 系 ラ ッ トの下肢筋 よ り筋膜 を分離 し ， C G R Pに 対す る特異的 な レ セ プ タ ー の
存在 を調 べ た と こ ろ
， 筋腰 上に は C G R Pに 特異的な で 種 類の結合部位が存在 し ， Sc atcha rd解析 に て結
合定数は K dニ 6．3nM ， 結合盈 は Bm a xニ 94fm olノm g protein で あ る 事が わ か っ た ． 結合部位 に G T P
くgu a n o sin e5
，
－tripho sphateJ 結合蛋白質くG蛋白 熱 が関与 し て い る か どう か を 調 べ る た め 2 5m M
M gCl2存在下 に 100JL M gu a n o sin e5
，
．亡y －thiojtripho sphateくGT PySI を加 え た と こ ろ ， 筋膜 に 対す
る C G R Pの 親和性 は著明に 低下 した の で CG R P結合部位 に は G蛋白質が カ ッ プ リ ン グし て い る こ とが
示 唆 され た ． C G R Pが細胞内 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て何 を動 か す の か調 べ る た め ， 培養骨格筋 に
C G R PuO－7 MJ を 添加 し細 胞 内 adeno sin e 3，，5，一 CYClic m o nopho sphate くcA M円， gu a n O Sin e
3，，5
，
－ CyClic m o n ophosphateくCG M Pl の 塵 を測定 し たと こ ろ cA M P濃度 が有意に 上 昇 し た が ， CG M P
濃度 に は変化が な か っ た ． 従 っ て cA M P がセ カ ン ド メ ッ セ ー ジ ャ ー と して働 い て い る こ とが わ か っ た ．
次に ア セ チ ル コ リ ン 受 容体 くa c etylchol ine r e c epto r， ACh RH誘導に 及 ぼ す C G R Pの 効果 を培養骨格筋
を用 い て 調べ た と こ ろ ， A Ch R誘導は促進的で ， AChR 崩壊速度 に は影響 を与 え な い こ と が 示 さ れ た ．
こ の A C b R誘導促進効果 は蛋白合成阻害剤の ビ ュ ロ マ イ シ ン の 添カロに よ り 消失し た ． さ ら に セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ ー の A C h R誘導 に 及 ぼ す影響 を調 べ た と こ ろ dibutyryl cA M Pくdb－CA M PI， dibutyryl
CG M Pくd b－CG M PJ， コ レ ラ ト キ シ ン は い ず れ も A Ch R誘導 を促進 し た ． す な わ ち促進性 G 蛋 白質
くGsナに カ ッ プ リ ン グ した ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ の 清性化 ， 細胞 内 cA M P濃度の 増加は A C h R誘導増
加 を も た ら す こ と が 示 唆 さ れ た ． 一 方
，
12－0 －tetradec a n oylpho rbol．13．a c etate くT P AJ と Ca2＋
ionopho r eA 23187を併用 す る と A C h R誘導は低下 し た た め ， イ ノ シ ト ル リ ン 脂質代謝 回転系 は
A Cb R誘導 を抑 え るも の と 考 え られ た － ラ ッ ト横隔膜筋標本 を 用 い た細胞内電極 に よ る 電気生理実験 で
は ， C G R P は前 ， 後 シ ナ プ ス 機 能お よ び筋表面膜機能に は影 響 を与 え ず筋等尺性単収縮張力を増強 し た
が 強縮張力は変わ ら な か っ た 一 こ の効果 は CGRP が筋小胞体内の Ca2十 濃度 を高 め ， 結果的に 引 き続 く
刺激 に 反応 す る遊離 Ca2＋ 量が 増加 し た た め と 考え ら れ た － ホ ス フ ォ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 阻害剤で あ る テ オ
フ イ リ ン は C G R Pの 効果 を さ ら に 増 強さ せ ， コ レ ラ トキ シ ン処理 筋 で も C G R Pの 張力増強効果 が 大 き
く な っ たが 了百日 咳 ト キ シ ン くislet a ctiv ating pr otein ，IA PI処理 筋 で は C GRP の 効果は 変わ ら な か っ
た 一 以 上 の 結果 か ら C G R P は筋腰 上 の 隅 異的受容体 ． Gs ． ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ迅 と い う 情報転換
ユ ニ ッ ト を介 し
，
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て cA M Pを動か し て 早期細胞応答 償 張力増掛 と長期
細胞応答くACh R誘導増恥 を も た ら し て い るも の と 考 えら れ た ．
Eey w o rds Calcito nin ge n e－r elated peptideくC G R Pl， GTP－binding protein，
S e C O nd m e ss enger， a C etylcholine rec epto r， m uSCle c o ntr a ctio n
19
20
ひ と つ の ニ ュ ー ロ ン に は
一 種 類の 神経伝達物質が存
在 す る と い う Dale の 法則くEccle sら
1－2り は ， 近年 多種
の ニ ュ ー ロ ン に お い て 古典的神経伝達物質 と ニ ュ
ー ロ
ペ プ チ ドが 共存す る こ とが 知 られ る よ う に な り ， そ の
再検討が求 め ら れ て い る
3糊
．
ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド は 古典
的神経伝達物質 の 作用 を 修飾 す る と 考 え ら れ て お
り
5－
， 骨格筋 を支配 す る神経終末 に も ア セ チ ル コ リ ン
ta c etylcholin e， A C hナ と と も に カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関
連 ペ プ チ ド くCalcito nin ge n e－ r elated peptide，
C G R Pl が 共 存 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る
6卜 別
C G R P は37個 の ア ミ ノ酸 よ り な る 分 子 量約38 0の ペ
プ チ ドで ， カ ル シ ト ニ ン遺伝子 上 に コ ー ドさ れ て お り
m R N Aの ス プ ラ イ シ ン グの 過 程で C G R P とカ ル シ ト
ニ ン の 2種類 の m R N A が作 ら れ ， そ れ ぞ れ の ペ プチ
ド が臓器特異的に 発現 す る
肺 n
． こ れ まで ， 免疫電子 顕




そ の 生理 作用 と して は ， 11 培養骨格筋細胞
に お け る ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 くa c etylcholin e




る A Ch Ra －S ubunit m R N Aの 増加
12，
， 31A Ch存在
下 に お け る筋収縮力の増 那 ， 41細胞内の CA M Pの
増加1のな どが知 ら れ て い る ． し か し ， 膜 上の C G R P 受
容体 の解吼 po str e c epto r sign altr a n sdu ctio n の 詳
細 ， 筋収縮機構 の どの ス テ ッ プ に C G R P が作 用 す る
か な どは尚不 明 で あ る ． 神 経 ． 筋 の 諸機能 に 対 す る
ニ ュ
ー ロ ペ プ チ ド の 作用 を明 ら か に す る こ と は神経
．
筋疾患の 病態生理 を理 解 す る う えに 重要 と考 え ， 著者
は 筋膜上 に お け る C G R P結合部位 を調 べ る と と も に ，
G T P結 合 蛋 白 質 くgua nin e n u cle otide－binding
r egur ato ry pr otein ， G 蛋 白質l， セ カ ン ド メ ッ セ ン
ジ ャ ー に 注目 して C GR Pの 作 用 発現 メ カ ニ ズ ム ，
A C h R代謝回転と筋収縮 な ら び に シ ナ プ ス 機能 に お
け る C G R Pの 影響 を検討 し た ．
材料 お よ び 方法
I
． 筋膜標本の 作製
ウ イ ス タ
ー 系雄 ラ ッ トくC ha rle sR iv e r， 厚 村 の 下肢
筋 を採取 し， M ickels o nら
川 の 方法 に 従い 下記 の操作
に よ り筋膜を分離 した ． 筋 1 00g を は さ み で 細切 し た
の ち 5 00ml の 2 50m M Tris－ H Cl緩 衝液 く25 0m M
Tris． H Cl， 1m M E D T A， pH 7． 51 を加 え ， ウ ル ト ラ
デ ィ ス パ ー サ ー m Odel LK－21くヤ マ ト ， 東 前 に て 粉
砕 し ， 2，000X g で10分 間遠 心 し た ， 沈殿 を 500ml の
0．4 M リ チウ ム ブ ロ マ イ ド ， LiBrくM e rck， Darm sta －
dt， Ger m a nyl 溶 稚く0． 4 M L iBr， 2 0m M Tris
，H Cl，
pH 8．別 に 清 か し－一一 晩ゆ っ く り と 捷拝 した ■ 翌 日 こ の
溶液 を 1，0 00X g で1 5分間遠 心 し 上 清 を 集 め 更 に
100
，
000X g に て30分間遠心 した 0 沈殿 を 50ml の 2 0
m M Tris． H Cl緩衝剤 く0．6 M K Cl， 20m M Tris－H Cl，
pH 8．01 に 溶か し ， Do u n c eホ モ ジ ナ イ ザ
ー くlo o s epfi．
ttingl に て 粉砕 し 10，000X g に て10分間遠心 し て上 清
を集 めた ． こ の 操作 は さ ら に 2回繰 り返す こ と に よ り
筋膜標本 の 収率 をた か め た ． 上 浦 を 100， 00X g に て
30分間遠 心 して 沈殿 を2 0m M Tris－ H Cl緩衝液く0．6M
K Cl， 20m M Tris
－H Cl． pH 8．01 に 獲拝 し ， 10，0 0 X
g に て10分間遠心 し た － さ ら に 蒸留水 に て 同 じ操作 を
繰 り返 し た の ち ． 沈殿 に 少量の 蒸留水 を加 え て 分散 し
た ． こ れ に 同量の 57％ シ ョ 糠溶 液 く5 7％ シ ョ 糠 wノv，
2 0m M ヒ ス チ ジ ン ， pH7．01 を加 え ， 1 5％ シ ョ 糖溶液
く15％ シ ョ 糖 wIv ， 20m M ヒ ス チ ジ ン ， pH 7．Ol を重
層 し ア ン グ ル 型 ロ ー タ ー に て 150， 00X g ， 90分間遠心
し た ． 2 8．5％ シ ョ 糖溶液 と15％ シ ョ 糖溶液 の 境界面 に
形成 さ れ た バ ン ド を集 め 4倍量 の 蒸留水に て 希釈し た
あ と ， 100，000Xg． 30分間遠 心 し 沈殿 を10％ シ ョ 糖溶




存 し た ． 以 上 の 操作は す べ て 4
ウ
Cに て お こ な い ， 遠心
機 は M odelJ2－21くBe ckm an， Califo rnia， U ． S－ A．1，
超 遠心機 は M odel L8－70 くBe ckm a n， Califor nia， U ．
S． A ．1 を使用 し た ， 蛋白畳の 測定は Lo w ry ら
15切 方法
に 従 っ た ．
H ． 筋膜 に お け る C G R Pの 結合測 定
筋膜標本 に お け る C G R P結合部位 の 測定 は ，




1 7，の 方法 に も と づ い て 以下 の
よう に 求め た ． 筋膜標本 く蛋白 量 と し て50
へ 210ノノ gl
に
， 標識 C G RPくじ 卜仁
1251コーC G R P， ア マ シ ャ ム ー ジ ャ
パ ン ， 東京う お よ び非標識 C G R P くじ 卜 C G R P． ペ プ
チ ド研究所 ， 大 阪1 を加 え 5 0m M Hepe sノTris 緩衝液
くpH 7．4， 1 ％牛 血清 ア ル ブ ミ ン ， Sigm a， St． Lo uis，
U ． S ． A ．1 に て 総量 を 0．5ml と し ， 4
0
C， 4 時間 イ ン
キ エ ペ ー 卜 した ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン終 了後 ， 5 0m M
HepesITris 緩 衝掛 こて10倍 に 希釈 し反応 を停 止 さ せ
ポ リ エ チ レ ンイ ミ ン
181くSigm a， St． Lo uis， U ． S． A ．1 で
処 理 し た グ ラ ス フ ィ ル タ ー くWhatm an G FICl
くWhatm a n， M aidstone， Engla ndlに て 濾過 した ． ブ ラ
a c etylcholin e r e cepto r三 CA M P， ade n osin e
3，，5
，
－ CyClic m o n opho sphateニ a
， BuT X， a －bunga r oto xini CG R P， Calcito nin gen e
－related
peptide 骨 T C， D－tubo cu r a rin e chloride三 D G， d
iacylglyc er oILdb
－ CA M P， dibutyryl cA MPi
A bbr eviation s こA C h， aCetylcholin eニ A Ch R，
カ ル シ ト ニ ン遺伝 子 関連 ペ プ チ ド に 関す る 研究
ス フ ィ ル タ ー を さ ら に 5 ml の 50m M HepesITris 緩
衝液 に て 2
．
回 洗 浄 し ガ ン マ カ ウ ン タ ー 仏loka
Auto w ellga m m asyste m A R C－600H アロ カ ， 束 京1
に て 筋膜 に 結合 した 放射活性 を測定 した ． C G R Pの 結
合 に 対 す る gu a n o sin e 5，－亡y －thioj tripho sphate
くG T PySlくSigm a， St． Lo uis． U． S． A ．I の 影響 を調 べ
る 場合 に は ， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 綬 衝液 に 2 5m M
M gC12 を加 えた ．
II ． 骨格筋細胞初代培養19ト 22I




方法 に 従い 以 下の よ う に 調整 した ． 胎生20日目の ウイ
ス タ ー 系 ラ ッ ト胎児下肢筋 を採取 し ， 神経 ， 血管 ， 結
合組織 を除去後 ， 実体頗徴鏡下 に細 切 し ， 0 ． 3％Il リ
プ シ ン く1 ニ2 50H D ifc o Labo r ato rie s， Detr oit， U ．
S． A ．I処理 に よ り単細胞浮遊液 を作 っ た ． こ れ を 1％
ゼ ラ チ ン tDifc o Labo r ato ries， Detroit， U ． S， AJ 液
で コ ー テ ィ ン グ した 直径 60m m プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ
皿 く岩城硝 子 ， 東京ナ に 1 X lO7 個 と な る よ う に 分注
し， 24へ 48時間培贅 した 後0．03％ トリ プ シ ン 処理 に よ
り 再度単細胞浮遊液 と した ． 筋芽細胞 と繊維芽細胞の
付着魔 の差 を利 用 し て繊維芽細胞 を選択的に 除去す る
た め に コ ー テ ィ ン グ して い な い プ ラ ス チ ッ ク ベ トリ皿
に て 15〆 － 30分間培養 し筋芽細胞 に 富 ん だ 上 浦 を採取 し
た ． 最後 に ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グし た直径3 5m m プ ラ
ス チ ッ ク ぺ ト リ皿 く岩城硝 子 ， 東京J に 1 X lO6個 と な
るよ う に 分注 し
，
5 へ 6 日間筋芽細胞 を発 育 さ せ 実験
に 供 し た ． 以 上 の 操作 は す ぺ て 無菌的 に 行 い
， 培養液
は Dulbe c c o改変 Eagle 培地くGibc o， Gr a nd Isla nd，
U ． S． A
．1 に1 0％牛胎児血 清 くGibc o， Gr a nd Isla nd，
U ． S－ A ．I， 1 ％ ペ ニ シ リ ン ー ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液






5％ C O2， 95％ air 下で 培養 し 2 へ 3 日 お き に
培養液 を交 換 し た ．
1V． セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 定量
培養筋芽細胞内の CA M P， CG M P を以下 の 方法 に
よ り測 定 した ． こ の 際 ， 繊維芽細胞 の 影響 を極力少 な
く す る目的で培養開始後 3 日目 か ら 2 日間
，
1 0 0月 M
ウリ ジ ン 1OJL M フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン くSigm a．
St． Lo uis， U． S． A 十添加培養液で 培養し分裂細胞 を取
り除き お1， 筋回 復 の た め 1日 間 ウ リ ジ ンー フ ル オ ロ デ
オ キ シ ウ リ ジ ン無添加培養液 を加 え て培養し実験 に 供
した ． 培養 掛 こ C G R Pく10－，7 MI を添加 し 5 へ 20分間
db－ CG M P， dibutyryl cGM Pニ E P P， e ndplate
21
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 培養液 を取 り除き
，
冷 却 し た
6％ ト リク ロ ロ 酢酸 く和光， 大阪う漕1 ml を加 え反応
を停止 さ せ ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン に て細胞を 集め た ． 超
音波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー M odel U S－300帽 本精機 ， 東
和 に て 細胞 を破壊し た後 ， 3，000rpm ， 10分 間遠心 し
上帝 を集め た ． 水 飽和 エ ー テ ル を加 え振盤 し た 後 ，
エ ー テル 層 を ア ス ビ レ ー タ 一 に て除去 し水層 の み を集
め ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ くYA M A S A Cyclic A M P，
GM P As say Kit， ヤ マ サ醤 油 ， 銚 刊 に て cA M P，




A C hR の 誘 導速度 の 定量
培養筋芽細胞 を用 い て筋細胞膜上の A Ch Rの 代謝
回 転を ． 次 の 方法 で調 べ た ． 筋細胞の A C h R は， 他の
蛋 白と同様 に 細胞内で合成さ れ た 後， 細胞膜 に 組み 込
ま れ 表面 に 出て く る く誘軋 in c o rpo r atio再 が ， 筋細
胞膜 上 の A C h Rに は細胞内に 取 り込 ま れ 分解 さ れ る
も の も あ り く崩壊 ． degr adatio nl． タ ー ン オ ー バ ー を
繰 り返 し て い るl棚 2小 野I． こ の 誘導と崩壊の 差が 見か け
の 細胞膜上 の ACh R数 の 変化 と な っ て い る ． CG R P
が A C h R誘導 に 及 ぼ す 影響 を検討 す る た め ， 増 発
5 へ 6 日目 の 筋芽細胞 く35m m デイ シ ュI に ． 2 声 M
の a － ブ ン ガ ロ トキ シ ン くa －bunga r oto xin ， dい BuT Xナ
くSigm a， St． Lo uis． U． S． A ．1を添加 した培餐液 を加え
1時間イ ン キ ュ ベ ー トし
， あ ら か じ め存在 して い た細
胞表面 A C h Rの a －BuT X結合部位 を ブ ロ ッ ク した ．
過 剰 の ど －BuT X は デイ シ ュ を培養液 で 3 回洗 う こ と
に よ り除去 し ， C G R P添加 ， 無添加の 培養液 に 交換 し
て イ ン キ エ ペ ー 卜 し た ． 4 時 間 も し く は 8 時間経過
後 ， デイ シ ュ を4 nM の し125Ij． L2， ．BuT X げ マ シ ャ ム
． ジ ャ パ ン ， 東京1 に て 川寺間イ ン キ ュ ベ ー ト し
， 新
しく 誘導さ れ た ACh R を ラ ベ ル し た ． デ イ シ ュ を
糞液で 3 恒1洗う こ と に よ り 過 剰Jつし1 器Ilt dノ ーBuT X 与
除去 し
，
細 胞 を ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン に て集 め
，
放射括
惟 を測定 し た也， ． A C h R誘導速度 に 対す る セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ ー の 影 響 を 検 討 す る た め ， 1 nlM
dibutyryl cA M Pldb－CA M PHSigm a． St． Louis， U．
S． A ．1， 1 m M dibutyryl cG M Pくdb，CG M Pl tSigm a．
St． Lo uis
，
U． S． AI， 1 OthM コ レ ラ ト キ シ ン くList
B ioIogic al Laborato ries， Ca mpbell． U ． S． A．ナ， 5 Ong ，
m11 2－0－tetr ade c a n oylpho rbol－1 3－a C etateくT P AHL C
Se rvic e s
，
St． Wobu r n， U ． S． A ．ナ
28，
．
0 ． 4JL M Ca
2＋
POte ntialニ E D T A， ethyle n ediamin etetr a a cetic




－CyClic mo n ophosphateニ G T P， gu a n O Sin e 5
，
一tripho sphate三
G T Py S， gu a n OSin e 5
，
一亡y －thioj triphosphatei lP3， in osito1 1，4，5－trisphosphateこ M E P P，
22 吉
io n opho reA 23187くSigm a， St－ Louis， U ． S■ A －1 を培
養液 に 加え た 系に つ い て も 調 べ た ， ま た ， C G R P の効
果を さ らに 検 討す る た め ， 培養液 に 蛋白合成阻害剤 10
JJ M ビ ュ ロ マ イ シ ン
犯 叫 25IくSigm a， St． Lo uis， U ■ S ．
丸1 を添加し た 系に つ い て も 調 べ た ■
vI． C G R Pに よ る AC h R崩壊速度の 定量
20I2 榊 25，
亡125Iコー a ．BuT X で標識さ れ た 細胞表面 の ACh R は
細胞内に 取 り込 ま れ分解さ れ るた め ， 放射性 ヨ
ー ド で
標識さ れ た テ ロ シ ンが 細胞外 に 放出さ れ る ■ し た が っ
て ， 培養液の 門つ の 放射活性 を経時的に 測定す る こ
と に よ り ACh R崩壊速度 を間接的 に 知 る こ と が で き
る20121，2
4，2封
． 培養筋芽細胞に お け る C G R P の A ChR 崩
壊速度 に 及 ぼ す 影響 を以下 の 方法 で調 べ た ． 4 nM
E1 25Iコー a ．BuT X を添加 し た培養液中で各 デ イ シ ュ を 2
時間イ ン キ ュ ベ ー 卜し ， 細胞表面 の A Ch R を亡
125Iコー
ぽ
． BuT Xに て標識 した 後 ， デ イ シ ュ を 3 回培養液 に
て洗 い 過剰 の 亡
125Ij－ a －BuT X を除去 し た ． C GR P添
加 ， 無添加 の 培養液 を加 えた 2群 に 分 け以 後
一 定 時間
ごと に 各デ イ シ ュ の 培養液 を採取 し ， 新 しい 培 養液 を
加 えた ． 採取 した培養液中の放射活性 の総和 仏1， な
ら び に 最後の 洗浄後 も細胞 に 結合 した ま ま残 っ て い る
仁1 2町 企 t BuT X を調 べ る た め ラ バ
ー ポ リ ー ス マ ン で
集め た紙胞 の 放射活性 くBl を測定 し た ． くA汁くBI を
100％ と し ， 一 定時間 まで に 培 養液 に 遊離 した 仁彗コ
ー チ
ロ シ ン の 放射活性くAtう を差 し引 い た値 ， 即 ち細胞 上
に 残 っ て い る 亡
12 5Iコー a －BuT X の 放射活性 くくA＋ Bl
一 仏tlナ を時間経過と と も に 片対数グラ フ に プ ロ ッ ト
し A C b R崩壊速度 を測定 した ■
Vl ． 筋収縮の 測 定
1 ． 測定法並 び に パ ラ メ ー タ ー の 設定
ウ イ ス タ ー 系雄 ラ ッ トか ら横隔膜筋標本 く乾燥重量
1 9旬 28mgl を得 ， 等尺性筋張力計 に セ ッ ト し ， ガ ス
く02 こ C O2 ニ 95こ 51 負荷3 7
O
C リン ゲ ル 液 く1 2 2m M
NaCl， 4 ． 7m M K Cl， 1 5■ 5m M NaH C O3， 1 － 2 m M
M gC12， 1 － 2m M K H2P Oも 2 ． 6m M CaC12， 1 1
■ 5m M
glu c o s eHこて湾 流 しつ つ 白金電極 く筋全体 を同時刺激
す る た め に 筋全長に 接触す る 平板電極1 に よ り ， 0 ．5
皿 Se Cの 矩形波に て 筋を直接刺激 した ． こ の 際 ， 筋 内
神経繊維刺激の 可能性 を除去 す る た め ， 6 月 gノml の
ク ラ ー レ くD．tubo c u r a rine chlo ride， D－ T C和光 ， 大
町 をリ ン ゲル 液 に 添加 した ． 静止 張力 は最大単収縮
張力が え られ る よ う に 設定 し く時定数，3m secナ， 強縮 張
miniatu r e endplate pote ntial
力 は 166fiz O．9秒 間反復刺激 に て 求め た ． 薬理 学的 に
無処理 の 筋の 収縮反応 は濯流開始後60分間経過 し て も
変化 が な い こ と を確認 し た ． 筋収縮 の 解析 の た め ． 単
収縮張力の 一 次微 分く特定数 ， 30m s e cl， 二 次微分く時







とづ き 恥 8
1，以下の よ う に パ ラ メ ー タ ー を設定 した ． 即
ち
，
トロ ポ ニ ン と その 活性化物質 で あ る Ca
2＋
に よ っ
て調 節さ れ て い る ア ク チ ン ー ミ オ シ ン 架橋形成の 動態
を反映す る パ ラ メ ー タ ー と して 了活動電位起生暗か ら
単収縮張力の 一 次 微分 ピ ー ク 値 ま で の 時間 くTd PVJ ，
単収縮張力発生よ り そ の ピ
ー ク を経 て1ノ2の 張力 ま で
弛緩 す る 時間 くTl，2Rl を 測 定 し た
29，
． Activ e state
inten sity of shorte ning は ， 単 収縮張力 の 二 次微分
ピ ー ク値 く最大加速度Hd
2Ptldtり か ら求 め ， 興奮収縮
連関くe x citation －C O ntr a Ctio n c ouplingl に お け る筋小
胞体 か ら遊離さ れ る Ca
2 ＋塵 を表現す る も の と し た ■
Inte n sity of lo ad
－be a ring す な わ ち ， ア ク チ ン
ー ミ オ
シ ン 架橋形成 の 数 と intrin sic stre ngth を表現す る も
の と し て 最大強 縮 張力 くm a xim u m tetanic fo r c e，
Pol を求 め た 聖
2 ． 筋収縮 に 及 ぼす C G R P 並 びに 薬物 の 効果
C G R P添加前と 甘
7M 棄紬口10分後 に単収縮張九
強縮張力 を記録 した ． テ オ フ イ リ ン く和光 ， 大 師 の 効
果 は ， そ の 2 X 灯
3 M 添加 リ ン ゲ ル 液 に て ， 同 時 に
C G R Pく灯
7叩 を添加 また は無添加 の場合 に つ い て濯
流1 0分の 前後 に 筋収縮力 を記録 し評価 し た ． ま た t
C GR Pの効果が G蛋白質 を介す る 可能性 を調 べ る た
め ， それ ぞ れ促進性 G T P結合蛋白質 くGsl， 抑制 性
GT P結合蛋白質くGilの プ ロ ー プで あ る コ レ ラ ト キ シ
ン 出 潮 くList Biologic al Labo r ato ries， Ca mpbell， U ．
S． A ．1， 百 日 咳 ト キ シ ン くislet a ctiv ating pr otein，
IA Pl く科研製薬， 束 尉
欄
を加 えた 系 に つ い て も そ れ
ぞれ 以 下 の よう に 測 定 した ． 10
－ 7M コ レ ラ ト キ シ ン を
1時間， 筋標本 に 作用 させ た後 ， C GR Pく灯
7
叩 を添
加 して10分後 に 筋張力 を測定 し た ． 百 日咳 ト キ シ ン
く5メ gノkgl を 3 日前 に 静脈内投与 した ラ ッ トか ら 得
た 筋標本 に つ い て は ， C GR PuO
－ 7Ml 添加前お よ び10
分後記録筋張力 に よ っ て評価 した
抑
用 ． 微小 電極 に よ る シ ナ プ ス 機能 ． 筋膜特 性 の 測定
微小電極 を用 い 静止 膜電位 ， 刺入 抵抗 ， 微小終板電
位 くminiatu r e e ndplate pote ntial， M E P Pl， 終板電位
くendplate pote ntial， E P P， ク ラ
ー レ 添 抽 を求め た －
PIP2， pho sphatidylin o sito1 4，5
－bispho sphatei T CA，
trichlo ro ac etic a c軋 1 A P， islet a ctiv ating pr ote れ T P A， 12
－ 0－tetradec a n oylphorbol－13－ a C－
etateニ G蛋白質 ， G T P結合蛋白 勘 Gs， 促進性G蛋白質三 Gi， 抑制性G蛋白質
カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関連ペ プ チ ド に 関 す る研究
M E P P と E P Pの 振幅 は標準静止膜電位 を － 77m V と
し て補正 し たo A C hqu a ntum c o nte nt は 1 Hz連続神
経刺激 に よる 誘発 E P P振幅く11th 旬 60thJの 変異係数
で表 鮮 u ， im mediate ry relea s able A C hsto re 畳 は
La mbe rt ら の 方 法38， に 従 い 10 0 Hz 連続刺激 に よ る
E P P振幅 く1 s 卜 3 rdJ か ら 算 出 す る qua ntu m
C O nte nt で 表 現 ， AC hm obiliz ation r ate は 10 0 Hz
6 0発連続神経刺激 に よ る E P Pの 最 後 の 1 2発 の
qu a ntu m c o nte nt で 表現 した ． 筋直接刺激 によ る 筋膜
の 反応の観察で は 一 棟本 は収縮 を防 ぐ た め に 20声 gノ
ml ダン ト ロ レ ン ． ナ ト リ ウ ム 塩 くda ntr olene s 。diu．
mlを 含ん だ リ ン ゲ ル 液 に 浸 し叩 ， 刺 激電極 を接触 さ せ
た筋繊維 に 刺入 し た 記録 用微小電極 で清動電位 を記
軋 ま た時定数 30m s e cの 微分回 路 を経 て そ の 一 次微
分 くd VldtJ を 同時記録 し た 一 測 定 は ， C G RP く1 0
－
7M ト蹄加 ， 無添加 に つ い て行 っ た ，
1X． 統計処理




．Jで 表 し た ． 各デ ー タ の 有意差 の検定 に は 一 次
元 ま た は 二 次元 配置 分散分析後 ， Du n nettま た は
Scheffe の多重比較法 を用 い ， pく0 ．0 5以 下 を有意 と
し た ．
X ． 試 薬




































1 2 11 1 0 9 8 7
1 0gくC G R円く叫
Fig－ 1． Spe cific ty of亡l町 C G R P b in ding． Dis－
pla c e me nt ofC1 25Ij－CG R P binding by n o n radi－
O a Ctive C G R P inthe sarc ole m m al m e mbr a n e
くAJa nd Sc atcha rd plots of亡
1 E
IコーC G R P bindng
in the s a rc ole m m al m e mbr a n eくBJ． Ea ch
pointis the m e a n of duplic ate dete r min atio n s．
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が 異な っ て い る が受 容体結合測定で は 同様の 動態 を示
す こ と が Ts chop pら
瑚 に よ り確認さ れ て い る た め ，
筋膜 へ の C G R P結合測定 で は と 卜 C G R Pを使 用 し
た ． 培養実験 で は ラ ッ ト C G R PくCa mbridge Re se ah
r ch Bio che mic als， Ca mbridge， Engla ndl を用 い ， 電
気生理 実験 に お い て は ラ ッ ト C G R Pくペ プ チ ド研究
所 ， 大阪I を使用 した ．
成 績
工 ． 骨格筋筋膜上 に お け る C G R P結合部位 の 動態
筋膿標本 に C G R Pを加 えイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
と ， C G R P は筋膜 に 濃度依存性 に 結合 す る ． そ の
C G R Pの 膜 へ の 結合動態を ， C125IコーC G R Pを リ ガ ン ド
と し ， 非放射性 C G R Pと の displa c e m e nt study に
よ っ て 調 べ た 一 筋膜 標本 と そ れ ぞ れ 同塵 の 仁125り －
C G R Pを入 れ た複数の ア ッ セ イ チ ュ ー ブ に ， 非放射性
C G R P の浪度 を変え て加 え ， 4
0
Cで イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た － 4時 間後 ， グ ラ ス フ ィ ル タ ー 濾過に て 筋膜に
結合し た放射特性 を測定 した ． 縦軸 に 結合塵 ． 横軸に
非放射性 C G R Pの 磯度 を プ ロ ッ ト す ると 筋腰 上 に は
C G R Pに 特 異的結合部位 が あ る こ と が 示 さ れ た 個
1 Aナ． 非特異的 な結合 は全体の 約29％で あ っ た ． 次に
，
門j－C G RP の 濃度 を変 え て筋膜標本上 へ の 結合蟄 を
測定 した binding study の 結果 をScatcha rd 解析 を す
ると く図1 Bl， 筋膜上 に は 1種類の C GR P結合部位が
あ り結合定数は K dニ 6．3 nM と高楓和性 を示 し
， 結
合量 は Bm a xこ 94 fm olノm g pr otein で あ っ た ． ニ の































l．t川 － C G R PくnMI
Fig． 2． E ffe ct of G T Py S く100p
－C G R P bind ng． M gC12く25m MI
the a ss ay tube to minimiz ethe
G T PyS fr o mthe q
－
S ubu nit
O， in the pre s en ce of G T Py
abse n c e of G T PyS．
0 ． 4 0． 5
MI o n 亡1 迫り
W a S ad ded to
dis so ciatio n of
Of Gs pr otein ．
Sこ ■， in the
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C G R Pに 対す る親和性 を調節 し て い る 口J能 性 を調 べ
る た め ， M gC12 存在下 に G T PyS を添加す る と 筋膜
と C GR Pの 親和性 は著明 に 低下 し た く図 21． 従 っ て ，
筋膜上 の C G R P高親和性結合部位 は G 蛋白質 に カ ッ
プ リ ン グ した C G RP 受容体 で あ る こ とが わ か っ た ．
1工 ． C G R P添加 に よ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の
変化
培養液中に CG R Pを添加 し ， 5 へ 20分後 の 培養筋
















0 5 1 0
Tim eくminl
Fig． 3． Cha nge s of the intra c ellula r cA M P by
the ad dito n of C G R P． 0 ， in the pres e n c e of
C G R Pニ ■ ， in the abs e n c e of C G R P－ Cir cle
a nd bar s r epr e se nt M e a n s士S． D ． ， r e Spe Ctiv ely
くn ニ 5Iニ pく0 ．01v s c o ntr olby tw o－ W ay A N O－
V A follo w ed by Scheffe
，
s m ultiple c o mpa ris o
．
n ．
に て測 定 した 。 CA M P は， CG R P添加 5分後 よ り既 に
有意な 上 昇 を認 め ， 20 分後 も ほ ぼ 同様 の 値を 維持 した
個 3J． 一一 方 ， CG MP 濃度は C G R P酎 口に ても 上 昇
し な か っ た ． こ の 結果か ら C G R P はセ カ ン ドメ ッ セ
ン ジ ャ ー と して cAM P濃度 を上 昇 させ ， そ の 特 異的
効果 をも た らす こ とが わ か っ た ．
III
．
A C h R誘導速度 に 対 す る C GR P並 び に 種々 の
セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー の 影 響
培養筋細胞 に お ける A C hR 誘導 は C G R P添加群 で
























Fig．4 ． Effe ct of CG R Pく1 0r7Ml o n A C h R in s er－
tio ninto the cellm e mbr a n e of c ultu r ed r at
m yotubes． Ba rsindic ate M e a n s士S． E． M － ，
respectiv ely くn 二 71ニ pく 0 ． 0 1v s c o ntr ol by
tw o－ W ay A N O V A follo w ed by Scheffe
，
s
m ultiple c o mpa ris o n．
Tablel． Effe ct of C G R Pa nd othe r s ubsta n c es o nA C h R in se rtio n to the
c e11m e mbr a n e
A C h Rin s e rtio nく％ v er s u s c o ntr ol
A dditi。n 4 hr 8hr
C G R Pく10－7MI
Pu r o mycinく10p MI
C G R Pく1 0
－ 7
Ml＋Pur o mycinく10JJ Ml
db－CA M Pく1m MI
C G R Pく10
－ 7M 汁 db－CA M Pく1m MI
chole r ato xinく100nMI
C G R Pく10－7Ml＋choler atoxinく100nMl
db－ CG M Pく1m MI
C G R Pく10
－ 7Ml＋d b，CG M Pく1m MI
T P Aく50nglm1
A 23187く0．4〆 MI
T P Aく50ngノm11＋A 23187く0．4FLMl
105．4土11．0 12 5． 士14．2 王
81．3 士10．5 王 63．5士4．7I
90．0 士8．3 66．7 士5．1 王
98．7 士8．0 108．0 士4．5
104．2 士9．5 110．4士4．3
114．0士7．7 十 123．8 士5．9 王
1 20． 士7．5 壬 128．0 士8．5 ま
100．1 士11．8 1 08．6 士5．7
99．4 士8．4 121．0 士10．9 王
98．2士23．0 85．2士16．6
93．6士2 7．8 92．1 士11．3
102．3 士23．7 76．6士10．5 壬
M e a n s士S．D ．， n ニ 7． T， pく0．05i 壬，pく0．01vs c o ntr ol 的 o n e－ W ay A N OVA
follo w ed by Dlln n et t
，
s m ultiple c o mpa ris o n．
カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関連ペ プチ ドに 関す る研究
か っ たが ， 8時 間後 に は有意の 増加 を認 め た く図 41．
d b－ CA M Pを添加 し た群も 同様 に 4時間で は対照群 と
善が無か っ たが ， 8時間後 に は AChR 誘導 が増加 す
る傾向を認 めた く表 い ． G5の ぽ － サ ブ ユ ニ ッ ト くぼJ を
A D P－ リ ボ シ ル 化 す る こ と に よ り Gs に カ ッ プ リ ン グ し
た ア デ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ を持続的に 活性化 し細胞内
cA M P濃度 を高 め る作用 の あ る コ レ ラ ト キ シ ン 卸 は ，
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 開始 後 4 時間 か ら 既 に 有意 な
A C h R誘導の 増加 を認め た ． しか し
，
d b－CA M P， コ レ
ラ ト キ シ ン の い ずれ も CG RP と と も に添加 し て も効
果の 相加作用 は 認め ら れ な か っ た ． d b－CG M Pを添加



























Fig－ 5． Effe cts ofv a rio u s s ubsta n c e s o n亡125Ij． a
－BuT X binding of cellm e mbr a n e afte r8 hrs
inc ubatio n． Ba r sindic ate Me a n s士S ． E． M
． ，



























Fig． 6． Effe ct of C G R Pく10－7 Ml o n A C h R
degr adatio n of c ellm e mbr a n efr o m c ultu r ed
r at m yotube s． 0， in the pr e se n c e of C G R Pニ
■， in the absenc e ofC G R P． Cir cle s repr e s e nt




C G R P と の間に 相加作用 は 認め られ なか っ た ．
さ ら に セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー に よ る A C h R誘導 の
修飾 を検討 す る た め
，
Ca2＋の 存在下 に C キナー ゼ を活
性化さ せ イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代謝回転系が促進 した
場合 と同 じ効果 を も た ら す T P A神 の 影響 を 見 た が
T P A単独で は有意の変化 は見 られ なか っ た ， しか し ，
や は り 単 独 で は 変化 が な か っ た Ca2 ＋ ionopho re
A 23187と と も に 添加 す る と有意 に A C h R誘導が減少
した ． ま た ， 蛋白合成阻害剤 の ピ エ ロ マ イ シ ン を添加
す る と C G R P の効果 は消失 し た く表1ト 比較 を容易
に す る た めイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 開始8 時間後 の結果 を
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Fig－ 7． Is o m etric twitch くPり a nd teta n u sくPol
a n alyz ed by differe ntiatio n sin c o ntrol a nd
C G R Pく10
－ 7 MI，tre ated m u s cle． M e a s u r e m e nts
Of e a ch of the a ctiv e state pr ope rtie s a r e
depicted． Co ntr a ctile r espons es w e re elicited
by m a s siv e stim ulatio nin the s olutio n c o nta ．
ining D－tubo c u r a rin e chlo r edeく6JL glmり．
Table2． Effect of CG R Pく10
， 7Ml o n a ctive
State prOperties deter min ed by twitch
a n alysis
Pt d Ptノdt d2Ptldt2 TdPtノdt Tlノ2 R
％ of the pr e－tr e ated le v els
lO5士 2 11 0士 2 T lO5 士 3 109 土 5T l13 士7 T
M e a n s士S．D． v alu e s a reindic atedこT， pく0．01
VS pr e－tr e atm e nt by on e－ W ay A N O V A follo－
W ed by Du n n ett
，
s m ultiple c o mpa ris o n． 7
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tog
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4 0 0m s e C
図 5 に 示 し た ．
IV ． A C h R崩壊 速度 に 与 え る C G R Pの 影響
A C h R崩壊速度 は C G R P を添加 し て も対照と差 が
認め られ な か っ た く図 61． よ っ て CG R Pは A Ch R の
崩壊 を緩和 す る こ と に よ り見か け 上 の A Ch R誘導促
進効果 を も た ら して い る の で は な く ， 実際 に A Ch R
合成 ． 筋膜 へ の と り こ み を増加 し て い る こ と が わ か っ
た ．
V ． C G R Pの 筋収縮 に 与 え る 影響
C G R P含有濯流液で10分間処 理 す る と 筋標本 の 単




Ptldt21 の 増加傾向 と時間経過 tTdFIJ dt， Tl12 Rl
の 延長 を伴 っ て い た く図 7 ， 表2卜 し か し ． 強縮張力
くPoう に は変化は認 め ら れ な か っ た く図 7ト テ オ フ イ
リ ン も単収縮張力tPり を増強 さ せ た が ． C G R P を と
も に 加 え る こ と に よ りそ の 効果 は さ ら に 増 強 し た く図
8 ， 表 31． コ レ ラ ト キ シ ン処理 に お い て は 無処 理 の 場
合よ りも C G R P は単収縮張力 げり を さ ら に 大き く 増
強 し た が ， 百 日 咳 ト キ シ ン りA Pト処 理 筋 に て は
CGR P添加後の 単収縮張力くPtl は無処理 の 場合 と差
が な か っ た く図 8 ． 表 3卜 しか し ， こ れ ら の 薬理 学的
修飾物質は ， 強縮張力くPol に は い ず れ も 変化 を与 え
な か っ た く図 7 ． 8ト
VI． CGR Pの 筋膜 の 膜特性 一 シ ナ プ ス 機能 に 対 す る
影 響
CG R P は M E P P， E Pを 指標と した シ ナ プ ス 機能
の 評価 に お い て神経 一 筋伝達に は何 ら影響 を与 え ず ，
静止 膜電位 ， 刺入 抵抗 ， 直接筋刺激 に よ る活動電位 と
Fig．8． A lte r atio n s of twitch くPtlby pha r m a c
－
0logic m anipulatio n sto m odify C G R Peffe ct．
T he CG R P－indu c ed Pt potentiatio n w a s
a ugm ented by the ophy11in e a nd chole rato xin ，
but w a s n ot m odified by pe rtu s sis to xin
ロA Pl． No cha nge w a s se e nin teta n u sくPol．
Table3． Effe cts of pha r m a c ologic age nts o ntwitchくPtI
A dditi。n Ptく％ of the pre－tr e ated levelsl
C G R Pく10
－ 7Ml a nd theophyllin eく2X10．3MJ
T he ophyllin eく2XlO
， 3Ml alo n e
C G R Pく10
， 7
Ml a nd chole r ato xinく10－
7
MI
C G R Pく10－1Ml and pertu ssis to xinく1 A PJく5p glkgl
1 25士 2
轟





M e a n s士S．D． v alu e s a reindic atedニ pく0．01vs pre－tr e atm e nt by o n e－ W ay A N O V A
follo w ed by Du n nett
，
s m ultiple c o mpariso n－ 6 m u s cles w er ete sted fo r e a ch． An
e x a mple is sho w nin Fig． 8．
ホ m o re pote ntiated than C G R PくTable 2lo rthe ophy11in e alon eこ
榊 1e sspotentiated tha n C G R Pplus the ophyllin eこ
榊
m o r epote ntiated tha nCG R Palo n eくTable 21ニ
榊 ホホ n ot signific a ntly diffe re ntfr o mC G R Palo n eくTable 21－
カ ル シ ト ニ ン 遺伝子 関連ペ プ チ ド に 関 す る研究
そ の
一 次 微分 を指櫻 と し た受 動的 ， 能動的膜特性 に も
変化 を来 さ な か っ た く図 9J． よ っ て ， C G R Pの 筋張力
増強効果 は膜特性 ， シ プ ナ ス 機能の 変化 に よ る 二 次的
な も の で は な い こ と が わ か っ た ．
考 察
神経伝達物質 と い う 概念が 受 け人 られ て か ら久 し い
が ， 当初 は 一 つ の こ ユ ー ロ ン に は一川門－■ 種類 の 神経伝達物
質 し か 存在 し な い も の と され て きた くEc cles ら り2り． し
か し 仁 現 在 は 一 つ の 神経終末 に 古典的神経伝達物質 と
と も に 特定の ニ ュ ー ロ ペ プチ ドが 存在 す る こ とが 明 ら
か に され
3川
， そ の 生 理 的役割 ， 疾 患に お ける 病態生理
へ の 関与が 問わ れ る よう に な っ てい る ． ま た ， 神経伝
達物質 は シ ナ プ ス 後膜上 の 特定の 受 容体 に 結合 し情報
を伝 える もの と さ れ て き たが ， さ ら に シ ナ プ ス 前膜上
に も 受 容体が存在 し神経伝達物質そ れ 自身の 放出 を調
節 し て い る こ と が 明 らか に さ れ 2I， シ ナ プ ス の 機能 は
複雑 に 調節さ れ てい る こ と が わ か っ てき た ． こ の よう
な神経伝達物質 に お け る解明 に 加 え て ， 近年 ， 受容体
活性化以降の 情報伝達機構も次第に 明 らか に さ れ るよ
N u ro m u s c ular 廿a nsmis sio n
E P p， A Chqu a ntu m c o nte nt
atl Hヱ
hlm ediatdy 相場a sable
ACh sto 帽く叩 a nt幻
ACh 醐 atjo n rate
atl OO Hzくquanta per s e c ondI
M E P Pa mp批udeくmVI
M E PP frequ e n cyくpe r s e c o ndI
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う に な っ た ． す な わ ち ， Robin so nら
40，に よ る セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ ー の 提唱 ， Rod bell ら川 に よ る G 蛋白質
の 脚昌であ る ， さ ら に 遺伝子 工 学の 進歩は受 容体蛋白
質の 構造解析 を可能 に し ， その 構造 に は ． 1う 一 本鎖
で 細胞膜 を 7 回貫通 し G 蛋白質と カ ッ プ リ ン グ し て い
る も の ， 2う 3 へ 5壷体蛋 白質で各 ペ プ チ ド は細胞膜
を 4 へ 5 回貫通 し ， こ れ 自体が イ オ ン チ ャ ン ネ ル を形
成 し て い る も の ， 3 卜 一 本 ， も しく は数本の ペ プ チ ド
か ら な り各 ペ プ チ ド は細胞膜 を欄． 回 貫通 し膜 の 内側 の
部分 に は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ晴性 をも つ も の が あ る こ と
な どが 明 ら か に さ れ てい る 42，． 受 容体蛋 白質 の 多 く は
り の 構造 を持 ち ， tr a n Sdu c erと して の G蛋白質 を介
し effe cto r で あ る ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 等の セ カ
ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 生成酵素 を活性化
，
ある い は抑制
す る ． そ して 生 成さ れ た セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー が ，
その 神経伝達物質 に 対す る細胞 の 反応 を引き起 こす こ
と に なる ． こ の 受容体， tr a n Sdu c er， effecto rの 3種
の 蛋白質か ら なる 細胞膜情報転換 ユ ニ ッ ト は 多く の 神
経伝達物質の 効果発現 に か か わ っ て い る 仰 ．
著者 は まず骨格筋上 に C G R Pに 特異的 な結合部位
Co ntro1
2 33 土59 く化1引
1 34 0土4 45くm l引
553 4 量7 5 0I耐 引
0．7 5 士0．1 5くm 2 01
4．3 土1．7 行tこ2 0I
CGR Pく1 0
J7哺
2 4 7土61 hH別
1418 土399く代 価
6 67 2士3 4 2くn ニ1朗
0．7 4 士0．1 7くn 霊 OI
4．8士1．0く化 2 0I
Pa s sNe a nd ac里Ve m e mbra n eprope 鵬 S
Re st hgrTTe mbr a n epote ntialくmV1 7 7士2．3 恒 。1 7 7 士2
．3tnl OI
hp血 r e sita n c eくM nl o．18土0．0 6価 抑 0．1 8 士0．0 7くm 2 0I
くme a n 土S．D．J
D ir e ctJy elicited action pote ntiaJ
and first de riv ativ eくdV ノdtI
Fig．9． Pr e， a nd po st．syn aptic fu n ctio n s of ne u r o m u s c ula r tr a n smissin ， a nd
pa ssive a nd a ctiv e m e mbr a n epr ope rtie sin c ontr ol a nd C G R P－tre ated m u s cle．
Dire ctly elicited m u s cle a ctio n pote ntial a nd its Ist de riv ativ eくd V l dtl a r e
Sho wn a s e x a mple s of re s ults fr o m15 fibe r sin e a ch m u s cle． Syn aptic a nd
C able pr ope rtie s w e r e allu n affe cted by C G R P．
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が あ る か ， あ る と す れ ば どの よ う な 性質 の も のか を調
べ る た め ， 骨格 筋筋膜標本に 対す る C G R Pの 結 合動
態 の解析 を行 っ た ． 骨格 筋 筋膜標本 は M ickels o n
ら
14－ の 方法 に よ り分離 し たが ， こ の 方法 は多 くの 基礎
的研究 に も とづ く も の で あ り ， 精 製物 が 筋膜であ る こ
と に つ い て は十分に 検討 され て い る
鵬ト 4引
． そ の 結 果 ，
筋 膜上 に は 高親和性 C G R P特異的結合部位 が あ る こ
と が 示 さ れ く図1 Al， Sc atchard 解析 に よ る結合定数の
Kd ニ 6 ． 3 nM ， 結 合 量 の Bm a xニ 94 fm ollm g
pr otein と い う 倍く図1 Blは ， 神経伝達物質と して は妥
当な値 恥 5 3，で あ り ， 他臓器 に お け る C G R P結合実験
で も 同様 な K d値 を と っ て い る
弘一
． こ の 高 親 和性
C G R P結合部位 に G蛋白質 が カ ッ プ リ ン グ し て い る
か を調 べ る た め 非水解性 の G T P ア ナロ グ くG TPy
Sl をプ ロ ー プ と して使 用 した ． G 蛋白質は ば ， 月 ， y
の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構成 さ れ て お り ， 此 は G T P
くG D Pl 結合部位 を有 し結合 した G T P は GD Pに 水解
さ れ る ． 通常は G D P． ぽ ． 斤 y の 構造 で 受容体 に 結
合 し ， 受容体 を リ ガ ン ド に 対 し高親和性 に保 っ て い
る ． 庇 ． グ ッ 3 畳 体 に G T Py S が結合 す る と ，
G T PyS 結合型 ぽ と 斤 y に 分 か れ ， 受 容 体 か ら 解
離
駄コ
， 受容体は リ ガ ン ド に 対 し低親和状態 に な る ． 葺
か ら の G T PっノS の解離 は月 y に よ っ て促進 さ れ る が ，
M g
2 ＋
の存在下 で は ほ と ん ど解離 し な い
鎚，
． し た が っ
て ， G蛋白質 と カ ッ プ リ ン グ した受容体 で は M g
2十 の
存在下 に G T PyS を添加 す る と リ ガ ン ド に 対す る 親
和性 が低下 し， G 蛋白質 と の カ ッ プ リ ン グを示 す こ と
が で き る ． 著者の 実験で は 25m M MgC12存在下 に 100
JJ M G T PyS を添加 す る と C GR P に対 す る 筋膜上 の
結合部位の 親和性が著明 に 減少 し た く図 2ト こ の 事実
か ら高親和性 C G R P結合部位 は G 蛋白質 と カ ッ プ リ
ン グ した C G R P受容体 と考 え ら れ た ．
d， ． G T P ま た は月 y は ， 活 性 型 G 蛋白質 と し て
effe cto r と結合 し ． そ の 活性 を制御 し て セ カ ン ドメ ッ
セ ン ジ ャ ー を動 か す ． G蛋 白質 と連関 し た セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ
ー と して は cA M P
40，4 2，
， CG M P
5n
， イ ノ シ
ト ー ル リ ン 脂 質代謝系
2 細 ト 61－中 間体 の イ ノ シ ト ー ル
1 ， 4 ， 5 一 三 リ ン 酸 くin o sitol l， 4， 5－trisphosphate，
IPJ お よ び1，2． ジ ア シ ル グリ セ ロ
ー ル く1， 2－dia cylgly－
c er ol， D Gl な どが 知 ら れ て い る 一 ラ ッ ト横 隔膜 を
C G R P含有連流掛 こて 処理 す る と cAM P濃度が上昇
す る こ と は Taka mi ら
1町に よ り 示 さ れ て い る が ， 著者
は培養骨格筋細胞 を用 い て ， C G R P添加後 の細胞 内
cA M P， CG MP 濃度 を調 べ ， CA MP 濃度 の 上 昇 を見
た く図 31． 一 方 ， CG M Pに つ い て は対照群 と変化 が な
か っ た ． こ れ は ， C G R P のセ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー と
し て は cA M Pで あ る こ と を支持す る 結果 で あ っ た ．
C G R Pに よ る受 容体 を介 した情報伝達の 結果， 細胞
内 cA M P濃度の 上 昇 を も た ら し細胞内の 一 連 の 反応
を 引 き 起 こ す こ と に な る が ， 著 者 は そ の 効果 を
A C h R誘導 と ， 筋収縮力に 与 え る影響に 注目 し その 変
化 を 調 べ た ． C GR P に よ り培養骨格筋細胞表面 の
A C h R誘導が増加 す る こ と は Ne w ら
引
， Fo ntain e
ら91に よ り示 され て い る が ， 著者 は特 に セ カ ン ド メ ッ
セ ン ジ ャ ー と の 関連 に 着目 し た ． 培贅 骨格筋細胞 に
C GR Pを添加 す る と 4時間後 で は 対照 と差 が な か っ
た が ， 8時 間後 に は A Ch R誘導が有意 に 増加 した く図
3 ． 表 11． De v r e ote s ら
251に よれ ば A Ch R は合成後 ，
細胞膜上 に あ らわ れ る ま で 約 3時間 を要 す る と さ れ て
お り ， こ の 結果 は C G R P が細胞内に あ ら か じ め プ ー
ル さ れ て い る A Ch R の細胞表面 へ の 移 行 や clu ster．
ing
62，
を促進 さ せ るの で は なく ACh Rの 合成 を促進さ
せ て い る こ と を 示 す も の と 思わ れ た ． 蛋白合成阻害剤
の ビ ュ ロ マ イ シ ン 添加63，に よ る C G R P効果 の 消失く襲




Fo ntain e ら
9，に よ り C G R P添加 に よ っ て
総 蛋白質合成量 に は変化 が見 ら れ な い こ と が 示 さ れ て
お り 非特異的蛋白質合成促進 に よ る 効果の 一 部 を見て
い る の で は な い と 考 え ら れ た ． 次 に CA M P， CG M P
と CG R Pの相互関係に つ い て調 べ た ． 本実 験 で は 環
状ヌ ク レ オ チ ド が細胞膜 を透過 し や す く す る た め ，
dibutyryl 化合物 を用い た 榊
5，
． db－CA M P は A Ch R誘
導を増加さ せ く図5 ， 表 11， こ れ は C G R P添加後細胞
内 cA M P が増加 す る く図3に と か ら も 予想 さ れ る 結
果で あ っ た ． 促進性 G TP 結合蛋白質くGslの a － サ ブ
ユ ニ ッ トを A D P－ リ ボ シ ル 化 し ， G T P． a sを安 定化 さ
せ て Gs に カ ッ プ リ ン グした ア デ ニ レ ー トシ ク ラ ー ゼ
を活性化す る こ と が 知 ら れ て い る コ レ ラ ト キ シ ン
3 獅
を添加 す る と同様 に A Cb R誘導は増加 した く図 5 ， 表
い ． こ の こ と よ り レ セ プ タ ー 結 合実験 で関与が 示 唆
さ れ た G蛋白質 は Gs42－嘲で あ る と 考え ら れ た ． 以 上 の
結果 か ら筋膜 に は ， 肝C G R P受容体 ． Gs ． ア デ ニ レ
ー
ト シ ク ラ ー ゼ迅 と い う 情報転換 ユ ニ ッ トが あ る と 考え
ら れ た ． C G R P と d b－CA M P も しく はコ レ ラ ト キ シ ン
を と も に 添加 し て も ， そ れ ぞ れ を 単独 で 加 えた 以 上 の
効 果は な か っ た く図 5 ， 表1ト こ の 理 由 と し て培養細
胞 は除神経 さ れ た状態に あり 通常 で も A C h R誘導が
冗進 し た状態 で あ っ て ， ある 一 定以 上 の A Ch R誘導
は起 こ ら な い た め と 考 え ら れ る ． db－ CG M P も
A Ch R誘導を増加 させ た がく図5 ， 表 11， C G R P添加
に よ っ て は cG M P の増加 は な い の で ， こ の 増加 は
C G R P－CA M P系と は別 の シ ス テ ム を介 す る も の と 考
カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子 関連 ペ プ チ ド に 関す る研究
え られ た 一 次 に ， A Ch R誘導 に 対す るイ ノ シ ト ー ル リ
ン脂 質代謝率の 影響 を調 べ た ． イ ノ シ ー ル リ ン 脂質代
謝系は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 一 つ と して 注目を集
め て お り ， あ る特定 の 受容体の 活性化 に 伴い ホ ス フ ァ
チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 4
， 5 h ニ リ ン 酸 くpho sphatidyト
ino sito1 4， 5－bispho sphate， PIPJ が 分解 さ れ I P8 と
D G が生 じ， I P3 は小胞体 な どか ら の Ca2＋ の遊離 を促
進瑚 ， D G は C キ ナー ゼ を活性化 し ， 多種 の 蛋 白質の
リ ン 酸化 を起 こ し 綱 一 定の 細胞応答 を引 き起 こ す ．
T P A は D G と同様 に C キ ナ ー ゼ を 悟 性 化 し
，
A 23187 は細胞外か ら の Ca2 十流入 を も た ら し結果的 に
細胞内 Ca
2 十
濃 度を 高め ， イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代謝
系と同 じ効 果 を も た ら す と さ れ て い る 細 ． TP A と
A 2318 7は単独 に 培養系 に 添加 して も
， 有意 な 反 応 は
起 こ さ な か っ た が併用す る こ と に よ り A C b R誘導 は
有意 に 減少 し た く図 5 ， 表 1J． こ れ ら の 結果 は ，
A C h R誘導 に 関 して C G R P受 容体 ． Gs ． ア デ ニ レ ー
ト シ ク ラ ー ゼ ． cA M Pと い う 一 連 の 系お よ び cG M P
は AC b R誘導 を促進 し ， イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂質代謝
系は ACb R誘導抑制 の 方向に 働 く こ と を示 す も の で
あ っ た ． 一 方
，
C G R P は AC h R崩壊速度 に つ い て は
影響 を与 えずく図5I， A C h R誘導促進効果 を持つ こ と
か ら ， A C h Rの 安定化 をは か る こ と に よ っ て AC h R
を増加さ せ る の で は な く A C h Rの 合成速度 お よ び細
胞膜 上 へ の 発現 を介 して A C b Rを増加す る も の と 考
えら れ た ．
微 小電極 を用 い て 軋 後 シ ナ プ ス 機 能 ， 筋 膜 の
Cable prope rty を調 べ た が
，
C G R P は影響 を与 え ず
く図8I， C G R Pに よ る 筋収縮 の 増強 は筋収絡機構 に 対
す る効果 と考 え ら れ た ． 筋の 単 収縮張力 を解析 す る
と
，
a Ctiv e state inten sity of sho rte ning の 増 強 と
a ctiv e state 持続時間 の 延長が明 ら か に み ら れ た く
6 ， 表 21． a ctive state の 概 念 恥 31， に も と づ く と ，
C G R P が筋小胞体の Ca2＋ ポ ン プ を刺 激 し筋小胞体内
の Ca2＋演度 を増加 させ ， 結果的に 電気刺激 に 応 じ て
過剰 の Ca2十 が 遊離さ れ 筋張力が増大す る こ と を 意味
す る
鎚1
． 筋 単 収 縮 張 力 に 対 す る エ ビ ネ フ リ ン 効
果 紳 榊 刀 ナ C G R P添加後 の cA M Pの 増 加 個 3 ，
Takami ら
13，ン， ま た ， ホ ス フ ォ ジ エ ス テ ラ ー ゼ阻害剤
の テ オ フ イ リ ン と C G R Pの 筋張力に 対す る 相加作 用
個 7 ， 表 3Jは ， こ れ が cA M Pに よ る 効果で あ る こ と
を示 す も の と 考 えら れ た ． さ ら に G 蛋白質に 着目 し ，
それ ぞ れ G5 と Glの プ ロ ー ブで あ る コ レ ラ ト キ シ
ン 瑚 と百 日咳 ト キ シ ン ロA PI 槻 処理 筋 に つ い て検討
した ■ コ レ ラ ト キ シ ン 処理 筋 で は C G R Pの 張力増強
効果 は さ ら に大 き く な っ たく図 7 ， 表 3I． 工A P はば ．を
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A D P－ リ ボ シ ル 化 し ， 受 容体と げ 一月 y の 共 役を 阻害 し
て ア ゴ ニ ス ト の 効果 を遮断す るが ， CG R Pの 張力増強
効果 に 対 して は 影響 を及 ぼ さ な か っ た ． く図 7 ， 表
3J． こ の結果 は C G R P受容体 に カ ッ プ リ ン グ する G
蛋白質が ， 少な く と も G事で は 無い こ と を 示 す と と も
に ， Gsで あ る可能性 を筋張力実験に 於 い て も 示 すも の
で あ っ た 一 Taka mi ら
13切 筋張力 に 対す る C G R P効果
の観察で は ， 筋収縮段階の どの ス テ ッ プ を介 した も の
で あ る か 明 ら か に され て い な い が ， 本研究は こ の 点 を
明ら か に し た 上 諸薬理効果は単収縮張力解析 で 表硯
す る興奮収縮連関 に 対 して の み で あ り ， ア ク チ ン ー ミ
オ シ ン 架橋形成過程表現の 強縮張力 に は 何ら の 修飾 を
み な い こ と を明 らか に した ． ま た ， 筋膜 の 脱分極反応
修飾 に よ る 二 次 的 な も の で な い こ と も確認 し た 個
9J．
以 上の こ と か ら C G R Pは筋膜上 の WC G R P受 容体
． Gs ． ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼぷ と い う 情報転換 ユ
ニ ッ ト を介 し ， 筋細胞 の 早 い 応答く筋収縮力増弓削 ， 長
時間に わ た る 応答 仏C h R誘掛削佃 をも た ら し て い
る こ と が わ か っ た ． 骨 格筋 に お ける 支配神経 の 役割
は ， 単に 興 奮の 伝達の み に と どま ら ず， 筋の 栄餐因子
くtrophic fa cto rl の 供 給 と い う 点で も 重 要 な 意味 を
も っ て い る ． Pe stro nk ら
68，
は 骨格筋の 栄養因子 と し て
ア セ チ ル コ リ ン の 重要性を指摘 し てい る が
， 本研究の
結果 は それ に 加 え C G R Pも 栄華因子 の 一 つ で あ る こ
と を示 し た 一 骨格 筋を 支配す る運動 ニ ュ ー ロ ン ， 神経
筋接合軌 骨格筋 を侵 す疾患 に は多く の もの が 知 られ
て い る が ， その 病 因， 病態生理 に つ い て は不 明 な 点が
少な く な い ． 本研究 は これ らの 疾患を少 し で も 理 解 し
て い く う え で 一 つ の 新 し い 方向性を示 した も の と 考え
る ．
結 論
運動 ニ ュ ー ロ ン に ア セ チ ル コ リ ン と 共存す る ニ ュ ー
ロ ペ プ チ ド C G R Pに つ い て ， そ の 受 容体 ． G 蛋白 質の
関与 ， セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー に 着目す る と と も に
，
AC h R代謝回転と筋収縮力 を指標 と し そ の 作用 を検
討 し て 以 下 の 結果 を得た ．
1 ． 筋膜上 に は 一 種類 の C G R P特異的結合部位が
存在 し ， 結合 曲線 を Sc atcha rd 解析す る と結合定数 は
K d二 6 ， 3 nM
， 結 合 量 は Bm a x こ 94 fm ollm g
Pr Otein で あ っ た ．
2 － G T PyS を プ ロ
ー ブ に 用 い ， 筋膜 上 の C G R P
特異的結合部位 に G蛋白質が カ ッ プ リ ン グ してし1る こ
と を示 し た ．
3 ． 培 養 骨格筋細胞 に お い て C G R Pは 細胞 内
30
cG MP 濃度に は影響 を与 え な か っ たが ， CA M P濃度
を短 時間の う ち に 上昇 させ た 一
4 ． 培養骨格筋細胞 に お い て ， C G RP は A C h R崩
壊速度 に 影響 を与 えず ， A C h R誘導速度 を増加 さ せ
た ． こ の効果 は ， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 開始後 4時間ま
で は 見ら れ ず8 時間後 に 初め て明 ら か と な っ た － ま た
こ の 効果は 蛋白合成阻害剤の ピ エ ロ マ イ シ ン 酎 口に て
消失 す る こ と よ り． C G R P はA Ch R合成 を促進 し て
い る も の と考 え られ た ．
5 ． セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ
ー と し て は ， CA M P－
cG MP 両方が A C h R誘導を促進 し ， イ ノ シ ト
ー ル リ
ン 脂質代謝系は A C hR 誘導 を抑制す る こ と が 示 さ れ
た ． ま た ， コ レ ラ トキ シ ン も A C h R誘導 を促進す る こ
と か ら ， Gsに カ ッ プ リ ン グ した ア デ
ニ レ ー ト シ ク ラ ー
ゼ が存在 す る も の と考 え られ た ■
6 ． C G RP は シ ブ ナ ス 機能 の 評価 に お い て ， 神経
．
筋伝達 に は影響 を与 え な か っ た ．
．
7 ． C GR P は筋単収縮張力 を増強 さ せ ， a Ctiv e
stateinte n sity of shortening の 増加 と a ctiv e state
du rati。n の 延長 を と も な っ て い た ． こ れ は ， 細 胞 内
cA MP 濃度の 上 昇 に 伴う 筋小胞体 へ の Ca
2＋
の 過剰な
蓄積 と ， その 結果と して お こ る刺激 に 伴 う Ca
2＋放 出
量の 増加 を示 す もの と考 え られ た ■
8 ． ホ ス フ ォ ジ エ ス テ テ ー ゼ 阻害剤 の テ オ フ イ リ ン
も 筋単収縮張力を増強させ ， C G RP の効果と相加的で
あ っ た ． ま た ， Gs を介 し て ア デ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ
を活性化す る コ レ ラ トキ シ ン も C G R P の効果 を増強
した が ， Giに 作用 し受容体刺激 を遮断 す る 工AP は
C G RP の 効果 に 影響を与 え な か っ た こ と よ り C G R P
受容体 に カ ッ プ リ ン グし た G 蛋白質 は Gs と 思 わ れ
た ．
以 上 の 結果 よ り ， 筋膜 に は FC G R P受容体
． Gs ． ア
デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ過 と い う 情報転換 ユ ニ ッ トが あ
り ， CA M P をセ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー と し て 早期細
胞応答く筋収縮力増掛 と長期細胞応答くA C b R誘導増
抽 を も た ら して い る も の と 結論 した ．
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a Ce tylcholin e r e c epto r， m u SCle c o ntr a ction
Abstr a．et
calcitonin ge ne － related peptide くCG R Pl is a n e u ropeptide which c oexists with
acetylcholineくA C hlin the m otor n e r v ete r minal． T he pr esenc e of C G R Pspecific binding
siteson the purified skeletal m uscle c ell m e mbra n ew ere co nfir m ed by displa cem e n
t analysis
with 亡1 ヱ51j － C G R P． Fr o m Sc atchard a nalysis of r e cept or binding， a binding c onst ant，
Kd ニ 6．3 nM a nd binding n u mber s， Bm ax ニ 9 4 fm olノmg protein w ere obtained． The affinity
of C G RP to the specific binding sites w as signific a ntly decre ased by ad dit o n of
guan osine － 5
，
一亡T － thioコ triphosphate くG T PTSlin the presenc e of MgC lユ． To clarify the
second m es s enger of CG R P， prim ary c ulture s of r at myo tubes w ere exa mined，
re Sulting in
the C G R P－induced incre a se ofintra ce11ular cA M P by 2－9
rfolds ve rs u s c o n tr oIsi ho w e ver，
intra c ellular cG MP w as not altered by CG R P． The physiological effect of CG R Pon
A C h Rtu r nov e rand m us cle c o ntra c tion w er e st udied－ A d dit o n of C G R P
into the culture
m ediu m accel rated in se rtion of A C h Rint o the cultured rat myo tube m e mbrane by
l．3－fold． Addit on of dibutyryl cA M Pas w el as cholera to xin als oin creased insertio n of
A C h R intothe c ell m e mbr ane ． C GR Pis therefore belie ved to stim ulate GI くG pr otein
that stim ulates ade nylate cy lasel a nd a ctiv ate ade nylate cy lase via its specific recepto r．
A d ition of purom ycln ， an inhi bitor of protein synthesis， t O the c ul
ture m ediu m prevented
the effe ct of CG R Pon A C hR insertion int o the cell m e mbr a ne， Sug geSting that CG R P
incre ased insertio n of A C hR byindu cing A C hR synthesis ． In c r e a s ed insertion of A C hR
by addit o n ofcG M Pto the c ultu re m ediu m suggests the e xisten ce of a n oth
er pathway tha t
in c r e a s es A C hR insertio n ． Addit o n of 1 2－0
－ tetrade can oylphorboト1 3
－ a Cet a te くT P Al a nd
ca
ヱ＋ ionophore A 2 3 1 8 7 decrea s ed the insertion of A Ch R to the c
ell m e mbr an e－ T his
re s ult sug gests that e nhanc em ent of in ositol lip dmetabolis mdecr
eas e sA C h R insertion into
the cellm e mbrane ． In cu rarized rat skeletal m uscle， C G R Pin c r ea sed the iso m etric
twitch
forc e， aC C O mpa nied by an incr ea se in the a ctive s tateintensity
of shorte ning， prOlonged
du ra tion ofthe active sta teand addit ve effect of a phosphodiestera se inhibit ori the r
esults
reflect apotentiatio nin the s arc oplas mic c alciu m tran sport sys
te m ． T his C G R Peffe ct w a s
e nhanced by chole ra t oxin ， S ug geSting the a ctiva tor of Gsin this
sign al tr a n sductio n． T he
pe rtussis toxin く工A Pl， a fa cto rt opr ev ent the cA M P decrea se by in activating G iくG p
rotein
thatinhibits adenylate cyclasel， gaVe nO effe ct on the a c tion of C GR P． CGR P didn ot
m odify the neu ro m usc ula r tr ans missio n and c able prope rties
of the m u s cle membran e．
The s e res ults clarified the existe nc e of signal transduc tion syste m o n the c
ell m e mbran e，
c om posed fro m C G R Preceptor， Gs a nd
ade nylate cyclase． C G R Pe nha n
c e s m u s cle
c ont ra c tility and A C h R inse r tio ninto the
cellm em bran e via this system －
